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(54)11116: IMMUNOSTIMULANrr EMULSION 
(54) TOre: EMULSION IMMUNOSTlMOLAmE 
(57) Abstract 

The invention concerns an oiMn-vmter inrnranostiimilant enrobion conqnising an aqueous phase and an oil phase, characterised In 
that H ftudier comprises aii imznunostimnlant poynudeotlde whereof at least part is covalendy bound to at least a lipid molecule, tbit 
invention aiao concerns a vaccine composition com{Hising such an emulsion as immuncadjuvant 

(97) Abr€86 



La pr&cntB invention conceme une Emulsion imnmzkostimulanle de type fauile dans eao, qui compmend une p ^yy- aqueuse et one 
phase hnfleuse, caractdris6e en ce qu'elle coniprend en ratte au molns un polynodfiotide irnmunostmralant dont au mains une parti© est 
ajBgpKe de fegon covaknte k an mohs one rnddciile Upidique. L'inventioa cmioetne dgalement une corapoaition vacdnale conqwenant i 
titre d'innnunoadjDvant, une telle toiulsion. 
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EMULSION IMMUNOSTIMULANTE 

L'invention conceme le domaine des vaccins et plus particuliferement ies 
5 adjuvants de vaccins. 

Les vaccins, qu'ils soient prophylactiques ou thSrapeutiques. sont 
destines a stimuler le syst^me immunitaire de Torganisme humain ou animal 
auquel its sont administrds, la reponse du systeme immunitaire pouvant &tre 
soit une reponse de type humoral© (production tf anticorps), soit une rSponse 

10 9e type cellulaire. soit encore une combinalspn des 2 types de reponses. De 
fagon classique, depuis de nombreuses annees, la vaccination a consiste a 
administrer & un organlsme une version non pathog6ne d'un micro-organisme 
de fagon d preparer le syst6me immunitaire a riagir efRcacament dans le cas 
ou Torganisme serait amerre ult§rieurement a rencontrer le meme micro- 

15 organisms, dans sa version pathogene. L'antlg6ne administrS lors de la 
vaccination peut .§tre de differentes natures : micro-organisme tu6 entier ou 
fragmente, souche vivante attinuee du micro-organisme, fractions 
antigeniques du micro-organisme ou encore polynucleotides susceptibles de 
conduire k I'expression par Por^anisme d'une fraction antigenique. 

20 Depuis dejd longtemps, on a cherch6 a augmenter la reponse du 

systeme immunitaire ou & modifier sa nature, non pas simplement en agissant 
sur TantigSne administre ou sur son mode d'adminlstration, mais egalement en 
lui adjoignant des substances immunostimulatrices ou adjuvants. Depuis 
radjuvant complet de Freund, de nombreux produits ont et6 testes, notamment 

25 des sels mineraux (tels que le chlorure de zinc, le phosphate de calcium, 
I'hydroxyde tf aluminium ou encore le phosphate d'aluminium par exemple), des 
saponines. des polymeres, des lipides ou des fractions lipidiquas( Lipide A, 
Monophosphoryl Lipid A),.,.etc. Cependant. peu d'entre eux presentent toutes 
les caract^ristiques souhaitees : §tr© de bons immuno-adjuvants. stables, mais 

30 sans risque de toxicite. 

On connatt' rfautre part, par la demande WO 96/02565, des 
oligonucl§otides pouvant avoir une activity immunostlmulatrice, ces 
oligonudSotldes pouvant &tre administres comma adjuvant vacdnal, Cette 
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reference mentionne egalement la possibility d'associer a ces oligonucleotides 
par liaison lonique, covalente ou .par encapsulation, des moyens pour cibler 
radministration de Foiigonucleotide. De tels moyens peuvent §tre notamment 
constitu§s de sterol, de lipide (par exemple un lipide cationique, un virosome 

5 ou un liposome) ou un agent de liaison sp6cifique S la cellule-cible (par 
exemple un iiant reconnu par un recepteur spScifique de la cellule-dble). Cette 
demande mentionne encore, pamii toutes les variantes d*ulilisation des 
polynucleotides decrits, la possibilite de les administrer en conjondion avec un 
v6hlcule porteur pharmaceutiquement acceptable. Cette demande n'identifie 

10 pas de vdhicule comma 6tant d'un inter&t particulier mais en donne une liste 
indicative et cite d cet egard notamment les solutions, les solvants, les milieux 
de dispersion, les agents-retard, les Emulsions et autres; Tutilisation de tels 
milieux pour des substances pharmaceutiquement actives etant mentionnde 
comme §tant blen connue dans ce domaine. 

15 Selon I'enseignement de ce document, la quantitfe rfoligonucleotides 

administree doit j'Stre en quantite suffisante pour realiser Teffet biologique 
recherche. 

Or. les auteurs de la presente invention ont trouve que, de fagon tout a 
fait inattendue, it etalt possible d'accroltre fortement Teffet immunoadjuvant 
20 d'un oligonudSotide, sans fetre oblige d'accroitre la quantity d'oligonucl6otides 
ou la quantity d'antig^nes administrSe. 

Pour atteindre ce'but, invention a pour objet une emulsion immunostimulante 
du type huile dans eau, comprenant au moins une phase aqueuse et une 
phase huileuse, caract§ris§e en ce qu'elle comprend en outre au moins un 
25 polynucleotide immunostimulant dont au moins une partie est couplee de fa?on 
covalente ^ au moins une molecule lipidique. 

Aux fins de I'invention, on entend par emulsion de type huile dans eau. 
une dispersions de goutlelettes d'huile dans une phase aqueuse pouvant etre 
30 constituee par du tampon tel que le tampon PBS. La phase huileuse est 
constitute par une. huile phamiaceuliquement acceptable, qui peut &tre une 
huile minerale, animate ou v6g6ta!e. De preference, on utilise une huile 
m6tabollsable telle que ie squal6ne, les esters (notamment rol§ate d'6thyle, le 
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myristate d'isopropyle), une huile vegetale( par axemple I'huile de ricin, I'huile 
de toumesol, i'huile d'olive...)ou encore une huile vegetale modlfide (ex : las 
macrogol glycerides). On peut, notammenl, obtenir une 6mulsion satisfaisante 
en mSlangeant 500 mg de squal&ne d 10 ml de tampon PBS dans un ^Dpareil 
5 tel qu'un ULTRA-TURRAX^, puis en microfluidisant la dispersion obtenue 
grace & un microfluidiseur tel que le Microfluidics™, ce qui pemiet tf obtenir des 
particules hutleuses dont le diam&tre est inferieur k 200 nm. 
Afin de fadliter la fbmnation de rdmulsion, il est possible tfutiliser en outre un 
agent tensio-actif , notamment un agent tensio-actif dont la valour HLB 

10 {balance Hydrophile/Lipophile) est comprise entre 6 et 14. II est notamment 
possible d'utiliser un agent tensio-actif choisi panni ia liste des produrts 
suivants : les esters de sorbitan et les polysorbates, Thuile de ridn ethoxyl6e 
hydrogenee ou non, Tadde stearique 6thoxyle, ralcool olSique 10 OE, Talcool 
cetostearylique 20 OE. le stearate de glycerol, le stearata de propy!6ne glycol, 

15 les I6cithines, le lauryl sul^te de sodium, le st6arate de sodium, le cocoate de 
glycerol ethoxyle.TOE , les esters de glycerol 6thoxyl6s, les addes oI6iques 
6thoxyl§s, rol6ate de mannitan. On a obtenu de particulierement bons rSsultats 
en utillsant du TWEEN ^ 80. 

L'§mulsion obtenue est consid^ree immunostimulante si elle est capable de 
20 provoquer ou rfaccroitre la stimulation du systeme immunitaire, par exemple 
lors de son administration conjointement a un antigene vacdnal. Dans cetle 
application, TSmulsion est utilisee comma immuno-adjuvanL 
Cette activity fmmuno-adjuvante peut s'exprimer de diffSrentes fagons : 

- rerrdre visible la r6ponse du systeme immunitaire d Tadministration conjointe 
25 de rantigene et de Temulsion, alors que la r§ponse a radministration de 

Pantig&ne seul ne Tetait pas, 

- accroltre le degre de la reponse du systdme immunitaire sans en modifier la 
nature (par exemple : augmenter la quantite d'antioorps prodults). 

- modifier la nature de, la reponse du systeme immunitaire a radministration de 
30 rantigene (par exemple, induire une reponse celluiaire alors que 

radministration de rantigene seul provoquait uniquement une reponse 
humoraie), 
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- Induire ou accroitre la production de cytokines, ou de certaines cytokines en 
particulier 

Par "polynucleotide" au sens de la pr6sente invention, on comprend un 

5 oligonucleotide simple brin ayant de 6 d 100 nucltotides« de prdfdrence de 6 a 
30 nucleotides. II peut s'agir tfoligoribonucleotide, ou d*oligode5oxynbo- 
nucleotide. On utilise de preference des polynucleotides comprenant des 
sequences de base a symetrie inversee, tel que cela est le cas dans les 
sequences palindromiques (dest-e-dire des sequences de. type 

10 ABCDEED'C'BW ou Aet A\ B et B\ C et C\ D et D' E et E sont des bases 
compiementaires au sens de Watson et Crick), et plus particulierement des 
polynucleotides comprenant au molns une sequence dinucieotidique Cytosine. 
Guanine, dans laquelle la Cytosine et la Guanine ne sont pas methylees. Tout 
autre polynucleotide connu pour Stre, par sa nature mSme, immunostimulant, 

15 peut convenir aux fins de Tinvention. Ainsi. tl est possible egalement tfutiliser 
les oligonucleotides immunostimulants decrits dans la demande de brevet 
W096/02555. On a oblenu do particulierement bons resultats en utilisant un 
polynucleotide dont la sequence des bases est la suivante 
GAGAACGCTCGACCTTCGAT. 

20 Les oligonucleotides convenant aux fins de l*invention peuvent se 

presenter sous forme de phosphodiester, ou afin d'&tre plus stables sous forme 
de phosphorothioates ou d'hybrides phosphodiester/plnosplnorothioates, Bien 
qu'il soit possible d'utiliser des oligonucleotides provenant de sources rfacides 
nucieiques existantes tel que I'ADN g6nomique ou le cADN. on prefere utiliser 

25 des oligonucleotides da synthfese. Ainsi, il est possible tfllaborer des 
oligonucleotides sur support solide en utilisant la methode p-cyano ethyl 
phosphoramidite (Beaucage, S.L and Caruthers, M.H. Tetrahedron Letters 22. 
1859 - 1862 (1981)) pour Tassemblage ff-5\ puis on precede a une 
predpitation en ethanol en presence d'acetate de sodium 0,3 M non ajuste en 

30 pH (0,3M en final). On effectue ensuite une precipitation par 4 volumes 
d'ethanol e 80% suivi d'un s6chage avant de proceder & une reprise par de 
Teau pure. 
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Les oligonucleotides phosphorolhioates ont un des atomes d'Oxygene 
composant le groupement Phosphate qui est remplac6 par un atome de Soufre. 
Leur synthase peut etre effectuee comine pracddemment decrit, sauf d 
remplacer la solution iode/eau/pyridine tetrahydrofurane qui est utilisee lors de 
5 I'Stape d'oxydation ndcessaire d la synthese des liaisons phosphodiester par 
une solution TETD (tetraethylthiuram disulfide) apportant les ions sulfates 
pennettant de produire le groupement phosphorotiiioate. 

On peut 6galement envisager d'autres modifications des liaisons 
phosphodiesters, des bases ou des sucres, pour modifier les propridtes des 

10 oligonucltotides utilises, et notamment pour accroltre leur stability. 

Selon I'invention, on couple au polynucidotide au moins une molecule 
lipidique de fagon covalente, Cette molecule iipldique est de preference une 
molecule de cholesterol ou de ddrive de cholesterol. Le couplage peut dtre 
effectud par liaison covalente a une ou a chaque extremity du polynucleotide, 

is ou encore par Insertion a c6te de chaque base d'au moins une moleoile 
lipidique. Ce couplage peut &tre effectue directement lors de la synthase dU 
polynucleotide en utilisant dans le synthetiseur d'oligonucleotides un reactif de 
type Cholesterol Phosphoramidite au lieu du reactif Phosphoramtdite 
habitueltement utilise. 

20 Les antigenes dont 11 est possible de potentialiser Teffet grace a 

remulsion salon- la presente invention, peuvent etre de nature variee ; il peut 
notamment s'agir de proteines, de glycoproteines, de glycoconjugues. de 
. polyosides ou encore de polynucleotides comprenant des fractions d*ADN 
susceptibles de conduire e Texpression de molecules d*interet ; il peut 

25 egalement s'agir d'un melange de differents antigenes. De particulierement 
bons resultats ont ete obtenus avec une composition comprenant des 
antigenes de la grippe tels qu'ils sont presents dans le vaccin commercial 
VAXIGRIP™. 

On peut obtenir une emulsion selon invention en procedant de la fagon 
30 sulvante : on melange tout d'abord, sous agitation, Thuile avec la phase 
aqueuse constituee eventuellement par une solution tampon dans taquelle a 
ete incorpore un surfactant Le melange obtenu est homogeneise au moyen, 
par example, d*un agitateur e heiice, afin de conduire e une emulsion du type 
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huile dans eau. De pr6f6rence, on traite ensuite Temulsion obtenue au moyen 
rfun microfluidiseur afm de r§duire les gouttelettes d'huile a un diametre 
infSrieur d 200 nm. 

Puis, cette 6mulsion etant maintenue sous agitation, on lui ajoute 

5 simplement le polynucleotide auquel a ete couple le lipide. et on obtient 
l'6muision objet de la pr6sente invention. 

Lorsque cette Emulsion est destinSe a &tre utilis6e comme Immuno- 
adjuvant. on la melange sous agitation, S une composition comprenant 
I'antig^e dont on souhaite potentialiser I'effeL Le melange peut §tre 

10 avantageusement effeclu6 dans un rapport volumique de 1. On peut, ensuite, 
verifier I'effet inattendu et notamment Teffet synergique obtenu sur la 
stimulation du systfeme immunitaire par ['utilisation simultan6e rfun 
polynucleotide coupid d au moins une molecule de lipide, et son incorporation 
a une emulsion de type huile dans eau. 

15 A cette fin, il est possible de realiser un test rfimmunogSnicite sur des souris 
djvistes en plusieurs groupes. & qui on administre, suivant le groupe : 

- soit une composition comprenant uniquement I'antigfene ou le melange 
rfantigfenes vis-S-vis desquels on veut tester Teffet Immunostimulant de 
rSmulsion selon Pinvention, 

20 - soit une composition, comprenant Tantigfene ou les antigfenes rfint§ret S 
laquelle a §t6 ajoutee une solution comprenant uniquement des 
polynucleotides couples k au moins une molecule de lipides, 

- soit une composition comprenant I'antigene ou les antigenes d'intSrSt a 
laquelle a ete ajout6e une emulsion de type huile dans eau. sans 

25 polynucleotide, ou avec un polynucleotide dApourvu d'activite 
Immunostimulante vis-a-vis des antigenes administres. 

- soit une composition comprenant I'antigene ou les antigenes d*int§r&t a 
laquelle a et§ ajout§e une Emulsion selon I'invention. 

30 Pour chacune des souris immunisees, on peut. ensuite, detenniner la 

quantity et la nature des anticorps produits ce qui penmet de determiner la 
GMT (ou Moyenne G6om§trique du Titre en Anticorps) ; on peut egalement 
effectuer des dosages des cytokines produites ; en outre, on peut effectuer des 
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dosages permettant de determiner la reponse cellulaire du syst§me 
immunitaire. 

Les risuttats obtenus ont montre un effet synergique important des dldments 
constituant i'dmuision selon IMnvention. ^ 
5 De plus, rSmulsion obtenue selon I'invention pr6sente una stability 

accnje par rapport aux Emulsions de m§me nature, i.e. celles constituees d*une 
phase aqueuse et d'une phase huileuse identiques, mais d§pourvues de 
poiynucl§otides. 

Les exemptes qui suivent illustrent de fapon plus precise un mode de 
10 realisation de Tinvention* 

Ex e jTiple 1 

On prepare des oligonucleotides grice d un automate synthdtiseur foumi par 
15 Applied Biosystems qui met en oeuvre la methode chimique standard ^au 

phosphoramidite et qui comporte a cheque cycle une itape d'oxydation. 

Cette etape d'oxydation est rSalis^ au moyen d'une solution 

iode/eauftStrahydrofurane/acetonitrile pour obtenir une liaison phosphodiester 

et au moyen d'une solution tetraethyithiuram/acdtonitnle pour obtenrr une 
20 liaisori phosphorothioate. On prepare ainsi un oligonucleotide 3 Db(S) dont la 

sequence est reproduite sous SEQ ID NO 1 et qui comporte des liaisons 

phosphorothioate'sur toute sa longueur. 

On prepare , ggalement un oligonucleotide MGC (S) dont la ^sequence est 
reproduite a SEQ ID NO 2, qui comporte S la fois des liaisons phosphodiester 
25 et des liaisons phosphorothioate. Les liaisons phosphorothiate sont situees a 
chaque extr6mit§ ; 11 y a 2 liaisons phosphorothioate en 3' et 5 liaisons 
phosphorothioate en 5\ Get oligonucleotide ne possede pas de sequence 
palindromique, et notamment pas de sequence CG. 

30 Exemole 2 

On prepare des oligonucleotides auxquets sont couples aux extremites des 
molecules de cholestiroL La synth&se de ces oligonuddotides 3 Db(S)<:hol et 



wo 00/15256 PCT/FR99y02177 

MGC(S)-chol est eifectuee de la meme maniere qu'a I'exemple 1. k Texception 
du reactif Phosphoramidite qui est remplac§ par un reactif specrfique, le 
Cholsst6rol-ON™ Phosphoramidite fourni par la sod6te CLONTECH Lab. Inc. 
(USA), lors du premier et du dernier cycle de synthase afin d'obtenir une 
5 molecule de cholesterol inserSe avant chacun des nucleotides d'extrSmite. 
Les sequences de nucleotides obtenues sont Identiques a celles des 
oligonucleotides dearits a Texempie precedent 

Example 3 

10 

On dispose de 10 ml de tampon PBS auxquels on ajoute 25 mg de Tween^BO 
et 500 mg de squalene. Le melange obtenu est Smulsionne gr^ce d un appareil 
ULTRA-TURRAX^ T25 pendant 1 min a 13500 tours/min. 
USmuision obtenue est ensuite fluidisee grace a un traitement de 5 cycles d 
15 500 Psi dans un microfluidiseur Microfluidics™. 

Exemole 4 

Preparation rfune emulsion squalene/PBS comprenant des polynucleotides 

20 couples a du cholesterol. 

On prepare une emulsion immunostimulante selon r invention en melangeant 
435 ^1 de la solution e 2.3 g/l de 3Db(S) couple au cholesterol obtenue a 
TexemplB 2 (soit 1 mg tf oligonucleotide), avec 2 ml de remulsion 
squalene/PBS obtenue a Texempie 3, maintenue sous agitation. 

25 On prepare une autre emulsion en melangeant 263 nl de la solution e 3.81 g/l 
de MGC(S) couple e du cholesterol obtenue e Texemple 2 (soit 1 mg 
d'oligonucieotide) avec 2 ml de i'emulsion squalfene/PBS obtenue a Fexemple 
3, maintenue sous agitation. 
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Exemple 5 

Preparation des compositions d'immunisation. 

On prepare des doses immunisation de dtflf^rentes natures en ajoutaht sous 
S agitation 2 ml de vacdn splitte contre la grippe NIB1 6 (monovalent A/SingaporB 
H1N1) contenant 100 \ig d'hdmagglutinine HA en tampon PBS & 2 ml de 
diacune des preparations suivantes : 

- tampon PBS 

10 - solution MGC(S)ol3t8nue Srexemple 1, 

- solution MGC(S)-diol obtenue k Texemple 2, 

- errujlsion MGC(S)-diol obtenue S Texemple 4, 

- solution 3Db(S) obtenue ^ Texemple 1» 

- solution 3Db(S}-chot obtenue ^ Pexemple 2, 

15 - emulsion 3Db(S)-chorobtenue k Fexempla 4, ^ 

BcempleS 
Immunisation. 

20 On dispose de groupes de 6 souris Balb/c femelles ggees de 6 a 8 semaihes. 
chaque groupe correspondant k una des preparations effectuees a I'exemple 6. 
Chacune des souris est immunis§e avec 200^1 de la preparation conBspondant 
k son groupe et regoit done 5|ig de HA par immunisation, chaque souris 6tant 
immunisee 2 fois k 3 semaines rfinten^alle, avec la m&me preparation. 

25 2 semaines apr6s la deuxifema injection, on mesure la reponse en anticorps 
sp6clfiques antl-HA, grdce e un test ELISA. et on d6tennine la GMT pour tes 
IgGI ainsi que pour les l9Q2a 
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Les rdsultats obtenus sont indiquds ci-apr§s : 



GMT/lgG1 GMnr/lgG2a 
HAuniquement 38062 2137 

5 HA/MGC(S) 37 518 1 050 

HA/MGC(S)-chol 28 039 1 498 

HA/MGC(S)-chol/6mulsion 264776 26981 

HA/3Db(S} 63 939 43529 

HA/3Db(S)-chol 65 904 31 066 

10 flA/3Db(S)-chol/§mulsion 611301 218142 



Les resultats obtenus confirment que roligonuclBofade 3Db{S) est bien dote de 
proprl6t6s immunostimulantes car ii est capable d'induire un accroissement de 
la rSponse en anticorps par rapport h ce qui est obtenu iors de radminlstration 

IS des antigdnes seuis. Par contre, les resultats obtenus avec ^oligonucleotide 
MGC(S) ne dSmontrent pas d'activitS immunostimulante . 
D'autre part, on remarque que, de fagon inattendue, I'emulslon contenant un 
polynucleotide immunostlmulant tei que le polynucleotide 3Db(S) conduit d une 
production d'anticorps nettement sup§rieure a celle oblenue avec une 6mulsion 

20 contenant le polynucleotide MGC(S)-cho!; cet effet est encore plus 
remarquable en ce qui conceme la production d'lgG2a; ce qui est indicateur 
d'une orientation de la reponse immunitaire vers un type TH1, orientation 
parfois souhait^e dans certaines cibles vacclnales. 

En effet, en considerant que I'effet attendu d'une emulsion est I'effet obtenu 
25 avec l'§mulsion HA/MGC(S)-chol. ( r oligonucleotide MGC{S) n'ayant par lui- 

mfeme aucun effet immunostimulant vis-a-vis des antigenes administres ainsi 

que cela est analyse ci-dessus), on note un effet synergique important de 

Temulsion selon I'lnvention car le titre obtenu pour la production d'anticorps. 

que ce sort pour les lgG1 ou de fa?on plus nette encore pour les lgG2a, est 
30 nettement supdrieur h la somme des titres obtenus s6par6ment pour chacune 

des 2 compositions (emulsion HA/MGC(S) d'une part et solution HA/3Db(S) 

d'autre part) 
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On prepare des compositions vaccinales comprenant les §t6ment5 suivants: 

- antigenes sous-unitaires centre le RSV (ou Virus Syndtial Respiratoire) en 
5 presence de gel ^aluminium, a raison de 1 pgramme de protelnes totales 

(Protdines F. G et M) 
en tampon PBS ou additionnd suivant le cas des elements suivants: 
*. solution 3Db(S) obtenue & Fexempie 1 , 

- emulsion 3 Db(S) obtenue a Texemple 4, 
10 - emulsion MGC(S) obtenue i Pexemple 4. 

Les doses sont de SOplitres et comprennent 50 microgrammes 
d*oligonucldotides. 

Ces compositions sont administrees a des souris d JO et a J28; 5 a 6 semaines 
15 apr^s Tinjection de rappel, on preleve les rates des souris afln tf^valuer la 
quantity d'interfeipn y produite. 

On obtient ies resuttats suivants, apres dosage ELISA affectum aprds 
restimulation secondaire in vitro: 





Quantity Interferon en pg/ml 


Antigdnes + Adjuvant aluminium 


3432 




2565 




2998 


Antigenes + Adjuvant aluminium 


13400 


+ 3 Db(S) 


9543 




1147 


Antigenes -<■ Adjuvant aluminium 


5130 


+ dmulsion MGC(S] 


9216 




7173 


Antigines * Adjuvant aluminium 


57394 


+ emulsion selon i'ihvention 


42285 




49839 
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Ces rSsuttats montrent clairement la synergie obtenue en utilisant un 
oligonucleotide Immunostimulant et une emulsion salon IMnvention , torsqu'on 
s'intdresse au RSV et qu*on observe la production d'interf6ron y qui est un bon 
5 indicateur de la rdponse TH1 . 

Example 8 : 

On prepare des doses d*immunisation identiques a celles de Texempie 7, k 
10 Pexception des antlg6nes RSV qui ne sont pas en presence de . gol 
d'aluminium. Les doses de 50|jlitres sont administrdes en intramusculaire d des 
groupes de 6 souris. 

4 semalnes aprte rimmunisation, les souris sont saigndes et ies taux 
d'anticorps anti-proteines F sont d§temiin6s par titrage ELISA. Les resultats 
IS obtenus sont recapitules dans le tableau suivant : 
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igG 


igG1 


lgG2a 


Antigfenes + PBS 


100 


100 


100 




100 


100 


100 




100 


100 


100 




100 


100 


100 




100 


100 


100 


Antigdnes 


6400 


400 


6400 


3Db(S) 


6400 


400 


12800 




12800 


800 


6400 




6400 


400 


3200 




3200 


100 


25600 




6400 


400 


25600 


Antig&nes + 


12800 


1600 


6400 


emulsion MGC(S} 


6400 


400 


100 ^ ' 




51200 


6400 


100 




25600 


1600 


100 




25600 


1600 


100 


Antigenes -<■ 


25600 


1600 


25600 


dmulsion seion 


12800 


400 


12800 


rinventioh 


51200 


1600 


25600 




102400 


6400 


1600 




51200 


3200 


25600 



Ces rdsultats confirment fintdrSt rfutiliser une emulsion selon I'inverrtion dans 
le cas ou les antigenes sont les antigdnes du Virus Syncitial Respiratoire. 
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REVENDICATIONS 

1. Emulsion immunostimulante du type huile dans eau, comprenant au 
5 moins une phase aqueuse et une phase huileuse, caract^risee en ce qu'elle 

comprend en outre au moins un polynucleotide immunostimulant dont au moins 
une partie est couplee de fa^on covaiente S au moins une molecule lipidique. 

2. Emulsion selon la revendication 1 , caracterisee en ce que la molecule 
10 lipidique est une molecule de cholesterol. 

3. Emulsion selon une des revendications pr§c6dentes, caracterisee en 
ce que le polynucleotide immunostimulant comprend au moins une sequence 
palindromique. 

15 

4. Emulsion selon une des revendications precedentes, caractSris^e en 
ce que le polynucleotide immunostimulant est un oligodesoxynucl^tlde 
phosphodiester, phosphorothioate ou un hybride phosphodiester 
phosphorothioate'. 

20 

5. Emulsion selon une des revendications precedentes, caracterisee en 
ce que le polynucleotide immunostimulant comprend une sSquence 
GAGAACGCTCGACCTTCGAT. 

25 6. Emulsion selon une des revendications pr6c6dentes caracterisee en 

ce que la partie couplee a au moins une molecule lipidique est situee e 
Textremite 5* du polynucleotide. 

7. Emulsion selon une des revendications precedentes, caracterisee en 
30 ce que la molecule lipidique est une molecule de cholesterol. 

8. Emulsion selon une das revendications prec6dentes, caracterisee en 
ce qu*elle comprend, en outre, au moins un surfactant 

35 9. Emulsion selon la revendication 8. caracterisee en ce que le 

surfactant est du Tween 80. 



WOfmS2S6 



15 



10. Emulsion selon uhe des rovendicatldns 1 & 9, carcK:t6ris6e erv ce qiiPB: 
= ; laphasehufleuse^c^ ^^^^^^^^^ 

iirP' li/Coniposition v^cdnale ownprBnant au mo^ 
5^ eii ce qM'elle compTCTd en oubB une i^ujsion^ 

selbn una des revendira^ 



10. 



li Gompcifflqin vac^ pr6p6d0nte/^ 
terisde^ oe qu'eile au mbins un anfagSne vaccinal cpntre la grtppe;-: ; 

13. Composition vacdhale selon^ rewndlckion t4,.c^ encp 
qi/elle comprend^^ un arrtlgdnd vaccinal du Vinjs Synclti^^^ 



15 ' .• 14 

Id^brlcatlon d'un 



.poiif^ 



20 



15. 



• pour 

rdponse da iype TH1; > ^ 



16. Utilise^ori tfune emuldipn selbn tine das revendications \ h 10, pour\ 
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LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATIONS GENERALES: 

(i) DSPOSANTs 

(A) NOM: Pasteur Kerleux Serums £ Vacclas 

(B) RUE: 58 avenue Leclerc 

(C) VXliLB: Lyon 
(6} PAYS: France 

(F) CODE POSTAL: 69007 

(G) TBLEPHOKE: 33 (0) 4 72 73 70 90 

(H) TELECOPIE: 33 (0) 4 72 73 7B 50 

(11) TITRE DB L' IKVEMTIOtT: Emulsion Inmunostlmulante 
(111) NOMBRE DE SEQUENCES: 1 

(Iv) roWE DECHIFFRABLE PAR ORDIKATEtrR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDXKATEUR: IBM PC conpatlble 

(C) SYSTEMS D' EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGXCIEL: Patentin Release #1.0, Version j^l.30 (0E3) 

(2) IHFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERXSTXQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lln,alre 

(11) TYPE DE MOLECULE: Autre aclde nucl^ique 
(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 
GAGAACGCrC GACCTTCGAT 



(2) INFOKMAflONS POUR LA SEQ ID NO: . 2: 

(1) CARACTERISTXQUSS DS LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEOR: 20 palres de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: sluple 

(D) CONFIGURATION: lin^aire 

(11) TYPE DE MOLECULE: Autre aclde nud^lque 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 
GGGGTCAA6C TTGAGGGGGG 



